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緒言 
リパーゼ（EC 3.1.1.3）とはトリアシルグリセロー
ルをグリセロールと脂肪酸に加水分解する活性を持
ち、食品における油脂加工、洗剤への添加、臨床分
野での診断薬や消化薬など、多方面で活躍する有用
酵素である。 
Ralstonia sp. NT-80 (NT80) は polyoxyethylene 20 
oleyl ether (POE20) やstearyl alcohol (SA) を誘導剤と
して用いることで多量の耐熱性リパーゼ (Lip80) 
を分泌する。その誘導効率は一般的な誘導剤である
オリーブ油と比較すると、8~17倍にも及ぶ（超誘導
発現システム）1)。NT80 野生株(wt)を用いた場合で
も、1 L培養液から最大で1 gものリパーゼが生産可
能であることが示されているが 1)、高い活性を保持
したリパーゼの生産量をさらに向上させることで産
業利用が可能であると予想される。 
一方、Pseudomonas aeruginosaにおいてリパーゼが
病原性や運動性に関与することが報告されており 2)、
Pseudomonas. aeruginosa同様、プロテオバクテリア
に属する NT80のリパーゼも多様な機能を有してい
る可能性がある。 
そこで本研究では、高活性を保持する Lip80高発
現株の作製とNT80における Lip80の機能解明を目
的とした。 
 
1. 理論及び実験方法 
Lip80高発現株の作製 
 NT80 ゲノムにコードされているリパーゼとその
シャペロン遺伝子のオペロン(lip80lim80)をシャトル
ベクタ pーJB861にクローニングし、組換えプラスミ
ドpJBlip80を得た。これをNT80 wtに導入すること
で Lip80 高発現株(pJBlip80/NT80)を作製した。この
株をポリペプトン培地(1% POE20、または 1% SA存
在下)で培養し、培養上清における Lip80 活性を
p-nitrophenyl laurateを基質とする方法(PNPL法)によ
り24 h毎に測定した。また、48、72 h後の培養上清
に含まれるLip80タンパク質をWestern blottingによ
って検出した。なお、比較対照としてNT80 wtに空
ベクタ pーJB861を導入したpJB861/NT80を用いた。 
lip80変異株の作製 
 In-Fusion反応とPCRによって lip80上流領域、Gm
耐性遺伝子、lip80下流領域の順に連結したDNA断
片を作製した。このDNA断片をNT80 wtに導入し、
相同組換え反応によってlip80 変異株を作製した。
lip80変異株の作製確認はPCRによって行った。ま
た、組換えプラスミド pJBlip80をlip80変異株に導
入することで Lip80相補株も作製した。これらの株
をポリペプトン培地(1 % POE20、または 1% SA存在
下)で 72 h培養し、培養上清における Lip80活性を
PNPL法によって24 h毎に測定した。Western blotting
によるLip80タンパク質の検出も同時に行った。 
lip80変異株の運動性評価 
 NT80 wt、lip80、Lip80相補株をポリペプトン培
地で培養し、それぞれの培養液1 Lを軟寒天培地に
スポットし、2 晩培養した。形成された swarm ring
をCS analyserを用いて解析した。 
 
2. 結果及び考察 
Lip80高発現株の作製 
pJB861/NT-80 と比較して pJBlip80/NT-80 では 1% 
POE20、ならびに 1% SA 存在下において培養上清
Lip80の活性増加が観察された(Fig. 1)。SA存在下に
おいては1000 U/mL以上の活性を保持することに成
功した。また、POE20 添加時と SA 添加時の分泌
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Lip80 量には大きな差が見られないにも関わらず
(Fig. 2)、SA添加時の培養上清Lip80活性は極めて高
い値を示した(POE20; 70.9 U/mL、SA ; 1094U/mL)。
この結果から、Lip80 の活性を高めるような因子が
SAによって誘導されていることが考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Lip80高発現株の培養上清リパーゼ活性 
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Fig. 2. Lip80タンパク質の検出 
lip80変異株の作製 
PCR によって目的鎖長(NT80 wt ; 678 bp、
lip80 ;1499 bp)でのバンドが得られた(Fig. 3)。また、
Lip80活性が低下し、Western blottingでLip80タンパ
ク質が検出されなかったことからlip80 変異株の作
製に成功したと考えられる。 
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Fig. 3.lip80変異株の作製確認 
lip80変異株の運動性評価 
lip80 変異株において運動性の低下が観察された。
この表現型はpJBlip80を導入することで相補された
(Fig. 4)。この結果はLip80がNT80の運動性に関与
することを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. lip80変異株の運動性評価 
 
3. 結言 
 Lip80 高発現株において、産業利用の目安となる
1000 U/mL以上のリパーゼ活性を培養上清に観察す
ることに成功した。また、SA 添加時のみに Lip80
の酵素活性に作用する因子の存在が示唆された。さ
らに、Lip80がNT80の運動性に関与することが明ら
かになった。 
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